DODO http:/www.cqvip.com 


动 物 学 研究 2004, Apr. 25 (2): 147~152 CN 5$3 - 1040/Q ISSN 0254 - 5853 
Zoological Research 


急 纤 虫 营养 细胞 和 休眠 细胞 的 中 间 纤 维 - 核 骨 架 体系 
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(华东 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 上 海 ”200062) 


摘要 : 利用 生化 分 级 抽 提 、DGD 包 埋 - 去 包 埋 透射 电镜 术 和 SDS-PAGE 凝 胶 电泳 ,研究 了 膜 状 急 纤 虫 营养 
细胞 和 休 距 细胞 内 中 间 纤 维 - 核 骨 架 体 系 的 分 化 特征 及 其 蛋白 组 成 。 观 察 到 营养 细胞 中 ， 位 于 细胞 质 不 同 区 域 
的 中 间 纤 维 形成 网 状 ， 其 网 络 的 密度 不 同 ; 核 骨架 中 ， 核 纤 层 位 于 细胞 核 周 缘 ， 薄 层 状 ， 厚 约 50 nm; 核 内 骨 
染 由 较 致 密 的 纤维 网 络 组 成 。 休 眠 细胞 内 该 结构 体系 依然 存在 ， 但 位 于 细胞 内 不 同 层次 的 纤维 网 比 营养 细胞 的 
同 种 结构 要 致密 得 多 ， 这 可 能 与 纤毛 虫 脱 分 化 时 细胞 大 范围 的 收缩 有 关 ; 休眠 细胞 的 包 训 壁 中 层 壁 存在 相当 于 
中 间 纤 维 的 网 络 结构 。SDS-PAGE 电泳 图 谱 显 示 ， 休眠 细胞 内 该 体系 的 蛋白 组 成 发 生 了 较 明 显 的 变化 ， 其 中 保 
留 了 营养 细胞 的 部 分 蛋白 条 带 ， 丢 失 了 部 分 条 带 ， 同 时 还 产生 了 一 些 特异 性 条 带 : 分 析 表 明 ， 膜 状 急 纤 虫 的 中 
间 纤 维 - 核 骨 架 体系 是 细胞 在 营养 条 件 下 和 休 眼 状态 下 都 稳定 存在 的 结构 ;而 纤毛 虫 形成 休眠 细胞 后 中 间 纤 维 
- 核 骨 架 体 系 及 蛋白 组 成 上 的 变化 提示 ,细胞 在 休 眼 状态 下， 基因 的 表达 水 平 与 营养 细胞 是 不 同 的 ， 
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Intermediate Filament-Nuclear Matrix System of 
Vegetative- and Resting-Cell of Tachysoma 
pellionella (Ciliophora, Protozoa) 


LI Yi-song, SUI Shu-guang, ZHANG Li, GU Fu-kang 


( Department of Biology. East China Normal University, Shanghai 200062, China) 


Abstract: Biochemical characters and protein compositions of intermediate filament (IF) -nuclear matrix (NM ) sys- 
tem of vegetative- and resting-cel] of Tachysoma pellionella were studied by the method of serial selective extraction ，di- 
ethylene glycol distearate (DGD) embedment and emebedment-free electron microscopy, and SDS-PAGE. The result 
shows that in the vegetative cell, the IF, with diverse density in different regions, occurs in the cytoplasm; 50 nm thick 
and thin-layer-shaped lamina, in the periphery of nucleus; the NM is composed of a more densely arranged filament net- 
work. The same kind of network also exists in the resting cell, as well as in the middle-level layer of cyst wall, but pre- 
sents more compact compared with the similar structure of vegetative cell, and this phenomenon may refer to the compre- 
hensive contraction in the course of encystment. The result of SDS-PAGE shows that protein composition of this system has 
changed notably when the cyst is formed ，of which, part of the proteins have been preserved and part lost, and some new 
and distinct proteins occur. The following conclusions can be obtained: the IF-NM system is a stable structure in both 
vegetative- and resting-cell ; changes of IF-NM system and protein composition after encystment reveal that gene expression 
of resting cell is different from that of vegetative cell. 
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在 低 等 单 细胞 真 核 生物 的 中 间 纤 维 - 核 骨架 体 ”观察 到 核 纤 层 (Flickinger，1974) 后 ， 又 相继 在 金 
系 的 研究 中 ， 自 从 在 大 变形 虫 (4moeba proteus ) 中 黄 滴 虫 (Ochromonas danica )(Zhu & Chen ,1986) 、 
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嗜 热 四 膜 虫 ( Tetrahymena thermophila ) (Chen et al， 
1994) 和 小 眼 虫 (Euglena gracilis) (Feng et al， 
1999; Wen，2001) 等 中 证 实 了 这 类 结构 的 存在 ， 
加 之 发 现 源 真 核 生物 (Archezoa) 的 核 骨架 明显 具 
有 早期 进化 阶段 的 特征 (Wen & Li，1998) 等 情 
况 ， 目 前 已 对 该 结构 体系 在 真 核 生物 中 存在 的 普遍 
性 及 其 对 细胞 生命 活动 的 重要 性 有 了 新 的 认识 . 但 
是 对 所 述 结构 体系 的 组 成 及 其 功能 仍 知 之 不 多 . 作 
者 所 在 实验 室 在 对 纤毛 虫 冠 突 伪 尾 柱 虫 (Pseu- 
dourostyla cristata ) 的 研究 中 观察 到 ， 细 胞 形成 包 宫 
后 ， 部 分 微 管 类 骨架 经 历 了 退化 瓦解 、 仅 少数 毛 基 
体 和 微 管 保 留 下 来 、 而 中 间 纤 维 类 结构 却 没有 变化 
的 过 程 ， 这 一 结果 揭示 ， 与 微 管 结构 比较 ， 中 间 纤 
维 结构 体系 在 不 同 生理 状态 的 细胞 中 都 是 稳定 存在 
的 ; 不 过 我 们 对 不 同 生理 状态 下 该 结构 体系 的 变化 
细节 仍 不 其 了 解 (Yang et al，2001; Gu et al, 
2002)。 本 文 在 以 前 工作 的 基础 上 ， 对 形成 毛 基 体 
吸收 型 包 圳 的 膜 状 急 纤 虫 〈Tachysoma pellionella ) 
的 研究 显示 ， 其 营养 细胞 中 存在 中 间 纤 维 - 核 纤 层 
- 核 骨 架 体 系 ， 但 其 骨架 组 成 成 分 则 发 生 了 变化 ， 
所 得 结果 对 分 析 中 间 纤 维 类 结构 的 可 能 功能 及 其 细 
胞 在 休眠 状态 下 的 生命 活动 特征 是 有 意义 的 、 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

膜 状 急 纤 虫 于 1999 年 9 月 采 自 华东 师范 大 学 
丽 娃 河内 ， 样 品 依据 Kahl (1935) 的 资料 鉴定 ， 并 
经 分 离 和 培养 建立 纯 系 。 

将 纤毛 虫 接 种 至 加 入 麦 粒 的 培养 液 中 ， 置 于 
20 乞 的 恒温 培养 箱 中 培养 。 每 两 天 补充 少许 新 鲜 
培养 液 ， 使 纤毛 虫 达到 较 高 密度 和 处 于 良好 的 营养 
生长 状态 。 

在 虫 体 达 到 较 高 密度 后 进行 人 工 诱导 纤毛 虫 形 
成 休眠 细胞 的 实验 ， 此 时 不 再 更 换 培养 液 ， 并 中 断 
食物 供给 ， 几 天 后 大 部 分 急 纤 虫 便 形成 休眠 细胞 。 
1.2 方法 
1.2.1 中 间 纤 维 - 核 骨架 体系 的 提取 参考 Fey et 
a (1984，1986) 的 方法 ， 在 作 较 大 改进 的 基础 上 ， 
提取 纤毛 虫 的 营养 细胞 和 休眠 细胞 的 中 间 纤 维 - 核 
骨架 体系 。 具 体 步骤 如 下 : 将 收集 好 的 细胞 用 0.1 
molLL 的 PBS 缓冲 液 漂洗 3 次 ， 加 入 含 相 应 浓度 
Triton X-100 的 CSK 液 (10 mmol/L PIPES，PpH 
6.8; 100 mmol/L KCl; 300 mmol/L sucrose; 3 


mmol/L MgCls; 1 mmol/L EGTA; 1.2 mmol/L 
PMSF; 0.$% Trion X-100) 处 理 3~5 min。 600 g 
离心 3 min， 弃 上 清 ，PBS 缓冲 液 漂洗 ， 离心， 
RSB-magik 液 (42.5 mmol/L Tris-HCl, pH 8.3; 
8.5 mmol/L NaCl; 1.6 mmol/L MgCly; 1.2 mmol/L 
PMSF; 1% Tween-40; 0.5% 脱 氧 胆 酸 钠 ) 悬浮 沉 
淀 物 ，600 g 离心 3 min，PBS 缓冲 液 漂 洗 ， 离 心 : 
沉 省 物 经 含 DNase 工 〈( 购 自 Worthington 公司 ) 的 
DB 液 (10 mmol/L PIPES, pH 6.8; 100 mmol/L 
NaCl; 300 mmol/L sucrose; 3 mmol/L MgCl; 1 
mmol/L EGTA; 1.2 mmol/L PMSF) 于 室温 下 消化 
20 ~ 30 min (DNase 工 的 含量 为 250 ug/mL)， 然 后 
加 硫酸 贸 至 终 浓 度 0.25 mol/L，1 000 g 离心 ，PBS 
缓冲 液 漂洗 ，1 000 g 离心 ， 所 得 的 沉淀 物 即 为 细 
胞 的 核 骨架 与 中 间 纤 维 结构 体系 的 样品 。 

1.2.2 透射 电镜 样品 的 制备 ”将 样品 用 2% 戊 二 醛 
在 4 CC 下 固定 30 min， 然 后 用 CSK 液 漂 洗 ; 经 1% 
的 狐 酸 固定 30 min ， 然 后 再 经 CSK 液 漂洗 ;梯度 酒 
精 脱 水 ， 正 丁 醇 过 渡 ， 包 埋 。 加 入 DGD (diethy- 
lene glycol distearate) 于 60 下 聚合 24 h， 超 薄 切 
片 ， 将 切片 放 入 正 丁 醇 中 溶 去 DCD， 梯 度 酒 精 脱 
水 ， 醋 酸 异 成 酯 置换 ，C0, 临界 点 干燥 ， 在 透射 电 
镜 下 观察 。 

1.2.3 上 骨架 蛋白 电泳 的 方法 ”将 细胞 进行 选择 性 
抽 提 ， 得 到 中 间 纤 维 - 核 骨架 蛋白 沉淀 ， 加 入 等 体 
积 1xSDS 凝 胶 加 样 缓冲 液 ， 置 于 沸水 浴 中 加 热 3 
min， 经 8 000 r/min 离心 后 ， 收 集 上 清 液 进行 SDS- 
PAGE 凝 胶 电泳 ， 分 析 骨 架 和 蛋白 的 组 成 成 分 。 


2 结 果 


2.1 中 间 纤 维 - 核 骨 架 体系 

2.1.1 营养 细胞 在 相当 于 原 细胞 质 的 区 域 ， 由 
中 间 纤 维 构成 纤维 网 络 。 在 网 络 的 周 缘 ， 相 当 于 细 
胞 表 膜 下 表 质 层 位 置 ， 具 一 个 包 绕 内 周 缘 的 纤维 
层 ， 构 成 此 网 络 纤维 的 直径 约 10 nm， 有 时 由 数 根 
纤维 聚拢 在 一 起 ， 构 成 直径 30 nm 左右 的 纤维 束 。 
网 络 表现 出 显著 的 不 均一 性 ， 有 的 区 域 纤 维 相对 密 
集 ， 有 的 区 域 网 格 稀疏 ， 形 成 一 些 较 大 的 空间 (图 
1)。 纤维 上 常 附 有 一 些 高 嗜 狐 性 的 颗粒 。 除 了 与 微 
管 体系 、 核 膜 、 细 胞 质 膜 相 联系 以 外 ， 中 间 纤 维 体 
系 在 细胞 质 中 形成 的 三 维 网 状 结构 还 和 细胞 质 的 其 
他 组 分 (如 类 似 细胞 器 、 脂 质 体 、 食 物 泡 和 拟 糖 原 
大 小 的 颗粒 ) 交织 在 一 起 (图 2)。 
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图 1~7 膜 状 急 纤 虫 的 类 中 间 纤 维 - 核 骨架 体系 


Figs.1-7 Intermediate filament-nuclear matrix system in Tachysoma pellionella 


BR: 空白 区 (Blank area); CW: 包 襄 壁 (Cyst wall); CWFN: 包 囊 壁 中 的 纤维 网 (Filament network of cyst wall); EC: 外 层 壁 (Exte- 
rior cystwall) ; EFN : 表 质 层 纤维 网 (Filament network of epiplasm) ; IF : 胞 质 中 间 纤 维 (Intermediate filament) ; LA : 核 纤 层 (Lamina); 
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NMFN: 
ganelle inclusion ) - 


1 ~ 3， 营养 细胞 (Vegetative cel ) 


核 骨架 纤维 网 (Nuclear matrix filament network ); NU; 


核 . (Nucleolus); 00[; 胞 器 或 胞 器 内 含 物 (Organelle or or- 


1， 表 膜 下 皮层 细胞 质 中 间 纤 维 ， 箭 头 示 位 于 细胞 周 缘 的 纤维 层 (Intermediate filament beneath the pellicle，and arrow indicating 


fiber layer on the verge of cel ) x25 000 


2、 中 间 纤 维 网 中 被 镶嵌 和 锚 定 的 胞 器 或 胞 器 内 含 物 ， 箭 头 示 纤维 束 (Organelle or its inclusion beset and fixed in intermediate fil- 


ament network ，and arrow indicating fasciculi ) x 25 000 


3. 胞 质 中 间 纤 维 、 核 纤 层 和 核 骨 架 〈Intermediate filament-nuclear matris of cytoplasm) x 40 000 


4~7. 休 卢 细胞 (Resting cel 


4. 包 襄 壁 中 纤维 网 的 局 部 放大 (Partial enlargement for filament network of cyst wall) x30000 
5. 位 于 细胞 表 质 层 中 的 纤维 网 (Filament network of cell epiplasm) x 30 000 


6. 胞 质 中 间 纤 维 、 
lamina) x 18 000 


核 纤 层 和 核 骨 架 网 络 ， 箭头 示 核 纤 层 (Intermediate filament-clear matrix of cytoplasm，and arrow indicating 


7， 核 纤 层 结构 ， 稍 头 示 核 纤 层 〈Stmucture of lamina，and arrow indicaling lamina) x 23 000 


在 细胞 核 位 置 ， 核 纤 层 - 核 骨架 体系 形成 密集 

的 纤维 网 ， 其 中 : 在 核 内 周 缘 ， 核 纤 层 纤维 紧密 排 
列 成 薄 层 状 ， 电 子 着 色 程度 比 中 间 纤 维 及 核 骨架 蛋 
白 网 络 深 ; 在 细胞 质 面 ， 由 核 纤 层 发 出 许多 纤维 或 
纤维 束 与 中 间 纤 维 相 连接 ; 在 核 的 内 面 ， 核 纤 层 的 
纤维 与 核 骨架 纤维 相 联 系 ， 整 个 核 纤 层 厚度 约 50 
nm; 细胞 核 内 为 直径 约 10 nm 的 核 骨架 纤维 网 络 ， 
整个 网 络 内 的 纤维 明显 要 比 由 中 间 纤 维 构成 的 细胞 
质 网 络 区 域 密 集 ， 网 络 内 纤维 的 分 布 不 均匀 ， 有 的 
区 域 较为 密集 ， 有 的 区 域 较为 路 松 ， 在 靠近 核 纤 层 
的 区 域 ， 纤 维 的 密集 程度 明显 高 于 核 内 其 他 区 域 
(图 3)。 
2.1.2 休眠 细胞 在 相当 于 包 圳 壁 的 位 置 ， 仍 具 
有 完整 的 电子 致密 结构 ， 其 中 在 中 间 层 观察 到 一 均 
匀 细 密 的 网 络 结构 ， 与 细胞 质 中 的 中 间 纤 维 网 络 相 
似 (图 4)。 

在 包 训 壁 下 靠近 表 膜 的 位 置 ， 由 成 束 的 纤维 构 
成 一 个 致密 的 纤维 带 ， 整 个 胞 质 区 同样 存在 一 个 纤 
维 网 络 体系 ， 构 成 网 络 的 纤维 直径 10 nm 左右 ， 部 
分 网 络 分 布 不 均匀 ， 有 的 区 域 密集 ， 还 有 的 区 域 呈 
圆 形 或 椭圆 形 的 空白 区 ， 空 白 区 大 小 相当 于 一 个 
胞 器 所 占 的 空间 (图 5)。 

核 纤 层 - 核 骨架 体系 与 中 间 纤 维 网 络 相 接续 ， 
其 中 : 核 纤 层 的 厚度 约 在 50 nm 左右 ， 由 排列 均 
勺 、 致 密 的 单 根 或 成 束 的 纤维 构成 ， 向 内 与 核 上 骨架 
纤维 相 联 系 ， 向 外 与 细胞 质 中 的 纤维 相 联系 ， 从 而 
把 中 间 纤 维 、 核 纤 层 、 核 骨架 维系 为 一 个 整体 (图 
6)。 核 骨架 纤维 网 的 基本 形态 与 细胞 质 中 的 网 络 基 
本 一 致 ， 纤 维 以 单 根 或 成 束 存在 ， 并 与 附近 的 纤维 
相 联 系 ， 在 核 骨架 网 络 中 有 电子 密度 很 高 的 区 域 ， 
形状 近似 圆 形 ， 此 结构 可 能 是 核 仁 骨架 区 域 ， 可 观 
察 到 从 核 仁 区 的 周围 发 出 许多 纤维 ， 围 绕 着 核 仁 呈 








放射 状 分 布 ， 在 核 仁 的 周围 又 与 邻近 的 纤维 交织 在 
一 起 。 形 成 一 种 稳定 结构 (图 6，7)。 
2.2 中 间 纤 维 -- 核 骨架 体系 的 蛋白 组 成 

对 抽 提 所 得 的 营养 期 细胞 和 休 眼 细胞 中 的 中 间 
纤维 - 核 骨架 体系 的 骨架 蛋白 成 分 进行 分 析 ， 其 中 
营养 期 细胞 的 骨架 蛋白 集中 在 17 ~ 71 kD ， 体 眠 细 
胞 的 骨架 蛋白 集中 在 15 ~ 71 kD。 两 者 共享 的 条 带 
为 17、20、23、29、35、39、42、45、66、71 kD， 
营养 期 细胞 所 特有 的 蛋白 条 带 为 22、26、31、38、 
48、55 .60 kD ;休眠 期 细胞 所 特有 的 条 带 为 15 .25、 
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图 8 ”上 膜 状 急 纤 虫 中 间 纤 维 - 核 骨架 体系 
蛋白 组 成 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig.8 Protein composition of intermediate filament- 
nuclear matrix in Tachysoma pellionella 


疼 中 自 左 往 右 依次 为 营养 细胞 、 休 了 眼 细 胞 和 分 子 量 蛋 白 标 准 


《From left to right: vegetative cell ，resting cell and marker) - 
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表 1 腊 状 急 纤 虫 中 间 纤 维 - 核 骨架 蛋白 组 成 


Table 1 Protein composition of intermediate filament-nuclear matrix in Tachysoma pellionella 


相对 百 分 含量 Relative content (%%) 





蛋白 组 分 Protein composition (kD) 








营养 细胞 Vegetative cell 休眠 细胞 Resting cell 

15 一 10.05 
17 8.65 8.98 
20 3.51 4.26 
22 3.71 一 

23 3.76 3.61 
25 , 3.08 
26 3.57 一 

27 二 3.80 
29 7.72 5.10 
31 5.61 一 

33 一 5.11 
35 9.34 6.28 
38 5.55 一 

39 5.42 11.07 
42 3.79 4.07 
45 5.11 3.65 
48 5.05 二 

51 一 5.50 
54 7.73 
55 9.14 一 

57 a 6.42 
60 7.23 2 

62 去 5.56 
66 5.71 2.88 
71 7.14 2.83 


27、33、51、54、57、62 kD， 在 休眠 细胞 中 ， 共 
亭 蛋 白 多 肽 的 蛋白 含量 占 休 眼 细胞 总 骨架 蛋白 含量 
的 47.6%。 在 营养 期 细胞 中 ， 最 为 显著 的 蛋白 条 带 
为 35、55 和 17 kD, 分 别 占 骨 架 蛋 白 总 含量 的 
9.34%、9.14% 和 8.65%; 在 休眠 细胞 中 ， 最 为 显 
著 的 蛋白 条 带 为 39、15、17 和 54 kD ， 分 别 占 骨架 
蛋白 总 含量 的 11.07% 、10.05% 、8.98% 和 7.73% 
(图 8， 表 1)。 


3 讨 论 


3.1 中 间 纤 维 - 核 骨 架 体系 的 可 能 功能 
以 前 的 研究 证 明 ， 纤 毛虫 的 包 囊 壁 是 由 细胞 内 


制造 的 物质 ， 通 过 分 泌 的 形式 输送 到 细胞 外 形成 的 
胞 质 入 生物 (Gutierrez et a，1983)。 本 文 在 急 纤 虫 
中 观察 到 ， 休 眼 细 胞 的 包 嘻 壁 中 间 层 存在 相当 于 中 
间 纤 维 的 网 络 结构 ， 这 在 以 往 未 报道 过 。 纤 毛虫 在 
形成 包 夺 的 过 程 中 ， 以 微 管 为 基本 形态 单元 的 细胞 
骨架 结构 或 全 部 瓦解 ， 或 处 于 非 功 能 状态 及 退化 状 
态 (Gu & Zhang，1992)， 但 细胞 内 保留 了 中 间 纤 
维 - 核 纤 层 - 核 骨 架 体系 ， 与 营养 细胞 相 比 ， 无 论 
是 构成 此 体系 的 基本 形态 单元 还 是 纤维 网 的 结构 形 
态 及 组 织 方 式 ， 均 无 明显 差异 ， 这 一 结果 表明 : 在 
纤毛 虫 中 ， 中 间 纤 维 - 核 骨 架 体系 是 较 微 管 结构 更 
为 稳定 的 细胞 骨架 体系 ， 
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电镜 观察 结果 显示 ， 中 间 纤 维 与 细胞 器 、 脂 质 
体 、 食 物 泡 、 拟 糖 原 颗 粒 等 紧密 相连 ， 并 发 出 细密 
的 纤维 将 上 述 结 构 牢 牢 的 灸 做 和 错 定 在 其 中 ， 由 此 
可 以 推测 中 间 纤 维 与 大 多 数 膜 系 结构 相 附 着 ， 与 细 
胞 器 间 存 在 着 普遍 联系 ， 同 时 与 微 管 、 微 丝 骨 架 体 
系 也 有 密切 连接 。 在 组 织 上 ， 中 间 纤 维 体系 所 构成 
的 三 维 网 架 系 统 把 细胞 核 、 细 胞 质 、 细 胞 膜 、 细 胞 
器 维系 在 一 起 ; 在 功能 上 ， 它 为 细胞 通讯 、 核 内 外 
信号 的 传递 提供 了 一 个 结构 基础 。 

3.2 蛋白 组 成 的 变化 

电 福 结果 显示 ， 急 纤 虫 在 形成 包 守 后 ， 细 胞 保 
留 了 部 分 营养 细胞 中 的 蛋白 条 带 〈 即 与 营养 期 细胞 
共享 的 条 带 ) ， 又 丢失 了 部 分 条 带 ， 同 时 还 产生 了 
一 些 特异 性 条 带 。 该 结果 表明 急 纤 虫 在 形成 毛 基 体 
吸收 型 包 赛 的 过 程 中 ， 蛋 白 组 成 发 生 了 明显 的 变 
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